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 論文題名 
Nitrite administration improves sepsis-induced myocardial and mitochondrial 
dysfunction by modulating stress signal responses  
(亜硝酸塩はストレス応答シグナル制御により敗血症性心機能障害およびミトコンド
リア機能障害を改善する) 
 
＜研究目的＞ 
本研究はラット盲腸結紮穿孔敗血症モデルにおける亜硝酸塩の心保護作用を検 
討することを目的とした。本研究の背景および仮説を以下に示す。 
重症敗血症は集中治療領域における主要な死因であり、感染に起因する過剰な
全身性炎症によって、臓器不全を生じる。敗血症性心機能障害はその一つであり、
敗血症の早期から収縮能が低下し、心拍出量を低下させる。また、その合併は患者
予後を悪化させる。敗血症性心機能障害の機序は未解明であるが、細胞レベルでの
ミトコンドリア機能障害の関与が指摘されている。この病態は「Metabolic Hypoxia」と
呼ばれ、ミトコンドリアの酸素利用が障害され、ATP 需給バランス異常を生じ、最終的
には細胞機能不全に至る。心臓はとくに ATP 需要が大きい臓器であるため、ミトコン
ドリア機能不全は重要な病態生理学的機序と考えられている。現在まで、敗血症性
心機能障害に特異的な治療法は存在しない。 
一方で近年の循環器領域では、新たな心保護薬として亜硝酸塩が注目されてい
る。とくに虚血再灌流障害の病態における検討が多く、梗塞領域を減少させることが
報告されている。その作用機序の全容は明らかではないが、一酸化窒素への変換、
または直接の蛋白質ニトロソ化修飾などを通じ、ミトコンドリア保護作用、ストレス応答
シグナルへの介入、酸化ストレスの軽減などが示唆されている。さらに最新の報告で
は、慢性心不全や出血性ショックモデルにおける心保護作用も示されている。このよ
うに、亜硝酸塩は様々な病態における有効性が期待されているが、これまで敗血症
病態における効果を検討した報告は存在しない。 
以上の背景および機序から、私は敗血症性心機能障害におけるミトコンドリア機能
不全を改善させる機序により、亜硝酸塩が新規治療薬になり得ると仮説を立て、本研
究を計画・遂行した。 
 
 
＜研究方法＞  
1. 敗血症モデル作製 
雄性 Wister rat（200～250g）を用い、以下のごとく盲腸結紮穿孔（Cecal ligation 
and puncture：CLP）による腹膜炎敗血症モデルを作製した。麻酔下に開腹し、回盲
部直下で盲腸を結紮し、18G 針による盲腸穿刺を行った。盲腸を腹腔内へ戻し、閉
腹した。このモデルはヒト敗血症の臨床経過を最もよく反映するとされ、約 8時間後に
早期敗血症の臨床病態を呈する。また、開腹そのものが敗血症様反応を引き起こす
ため、対照群としては無処置の Control群を設定した。 
2. 介入 
CLP後の動物を生理食塩水群（NS群）、亜硝酸塩群（Nit群）に分け、NS群では生
理食塩水を、Nit群では溶解した亜硝酸塩を、補液蘇生として皮下注で投与した。 
3. Ex vivo 心機能評価 （各群 n = 12） 
CLP後、Nit群では異なる量の亜硝酸塩（0.1, 0.3, 1, 3, 10 mg/kg）を投与した。
CLP8 時間後、麻酔下に心臓を摘出し、Langendorff 潅流法による心収縮能 (Left 
ventricular developed pressure：LVDP)および冠潅流量 (Coronary flow rate：CFR)を
評価した。また本実験で心機能改善に最も有効な亜硝酸塩投与量を決定し、以下の
実験の Nit群として用いた。 
4. 心筋ミトコンドリア機能評価 (各群 n = 5) 
CLP8 時間後、麻酔下に心臓を摘出・破砕し、遠心分離により心筋ミトコンドリアを
単離した。ミトコンドリアに基質を加え、酸素電極で酸素消費能を測定した。ATP生成
の最終基質である ADP 投与直後と ADP 枯渇後の酸素消費速度の比（Respiratory 
control ratio：RCR）を比較した。 
5. 蛋白質解析実験 (各群 n = 8) 
CLP8 時間後、麻酔下に心臓を摘出・破砕し、遠心分離により細胞の各分画を抽
出した。これらのサンプルを用い、AktおよびNF-κB(Westarn blot法)、nitrotyrosine
（ELISA法）について、亜硝酸塩が及ぼす影響を検討した。 
6. 亜硝酸塩が全身へ及ぼす影響（各群 n = 8～12） 
CLP4 時間後および 8 時間後、大腿動脈にカテーテルを挿入し、平均血圧および
脈拍数を測定した。また、血液を採取し、血液ガス分析、血中炎症性サイトカイン
（TNF-α，IL-1β，IL-6）および窒素代謝産物（NO2
-および NO3
-）の濃度測定を行っ
た。 
7. 生存率の検討 (各群 n = 15) 
NS群と Nit群について、Kaplan-Meier 法を用いて生存率を比較した。 
                                                                                                  
＜研究成績および考察＞ 
1. 敗血症における亜硝酸塩投与は臓器レベルでの心収縮能を改善させる 
Control群と比較し、NS群では LVDPおよびCFRが有意に低下し、敗血症性心機
能障害が生じていることが確認された。NS群と比較してNit群では 1 mg/kgの投与量
においてのみ、心収縮能が有意に改善した（75 ± 4 mmHg vs. 96 ± 5 mmHg; 
P<0.05）。一方、CFR はいずれの投与量でも有意な変化を認めなかった。本実験よ
り、1 mg/kgが最も有効な亜硝酸塩投与量と決定し、以下の実験で用いた。また本実
験より、亜硝酸塩による心収縮能改善作用には冠潅流量は無関係であることが示さ
れ、細胞内レベルでの機能改善機序が示唆された。 
2. 敗血症における亜硝酸塩投与は心筋ミトコンドリア機能を改善させる 
Control群と比較して NS群では心筋ミトコンドリア RCRは有意に低下し、敗血症心
筋におけるミトコンドリア機能障害が確認された。NS群と比較し、Nit群ではRCRが有
意に改善した（5.5 ± 0.5 vs. 7.5 ± 0.3; P<0.01）。本実験で測定した酸素消費能
は、ミトコンドリアの酸化的リン酸化による ATP 産生能（カップリング）を示している。よ
って、敗血症における亜硝酸塩投与は、心筋のミトコンドリア機能を保護することで
ATP産生能を改善し、心機能改善に寄与していることが示唆された。 
3. 亜硝酸塩は心筋における Akt リン酸化を改善し、NFκBの核移行を抑制する 
Control群と比較して NS群では Aktのリン酸化が有意に減少し、NFκB核移行が
有意に増加した。一方、Nit群では NS群と比較し、Akt リン酸化は有意に改善し、NF
κB核移行は有意に減少した。Aktや NFκBはストレス応答シグナルの中心的役割
を担い、ミトコンドリア機能の制御にも関与することが知られている。一方、敗血症性
心機能障害においては、Aktリン酸化の減少やNFκB核移行との関連が指摘されて
いる。よって本実験結果は過去の知見と一致する共に、亜硝酸塩が敗血症心筋のス
トレス応答シグナルを制御することでミトコンドリア機能保護に関与していることが示唆
された。 
4. 亜硝酸塩はニトロ化ストレスを悪化させない 
NS群と比較してNit群では心筋 nitrotyrosine濃度に有意差を認めなかった。一般
にストレス状況下において一酸化窒素が過剰に存在すると、反応性の高いラジカル
である peroxynitrite を生じ、蛋白質のチロシン残基がニトロ化され、機能障害をきた
すことが知られている（ニトロ化ストレス）。Nitrotyrosine はニトロ化ストレスの指標であ
る。本実験結果より、敗血症というストレス状況下における亜硝酸塩投与はニトロ化ス
トレスを悪化させないことが示唆された。 
5. 敗血症における亜硝酸塩投与の安全性 
CLP4 時間後および 8 時間後の平均血圧および脈拍数は、NS 群と Nit 群の間で
有意差を認めなかった。血液ガス分析では、Nit 群と NS 群の間でメトヘモグロビン濃
度に有意差を認めなかった。また、全身性炎症性サイトカインおよび NO2
-/NO3
-の血
中能濃度も同様に、両群で有意差を認めなかった。一般的に敗血症は過剰な一酸
化窒素が産生されて低血圧などの原因になると考えられてきたため、亜硝酸塩投与
は敗血症病態を悪化させる可能性ある。しかし本実験結果からは、いずれも懸念さ
れた有害作用は認めなかった。 
6. 敗血症における亜硝酸塩投与は生存率を改善させる 
NS 群と比較し、Nit 群では生存率の有意な改善を認めた（中央生存期間 10 時間 
vs. 18時間; P<0.001）。 
 
＜結論＞ 
ラット盲腸結紮穿孔敗血症モデルに対する亜硝酸塩（1 mg/kg）投与は、有害作用を 
認めることなく、臓器レベル、ミトコンドリアレベルで敗血症性心機能障害を改善し、 
個体レベルでは生存率を改善させた。その機序として、分子レベルでのストレス応答 
シグナルの制御が示唆された。 
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論文題名 
 
Nitrite administration improves sepsis-induced myocardial and 
mitochondrial dysfunction by modulating stress signal responses 
（亜硝酸塩はストレス応答シグナル制御により敗血症性心機能障害および
ミトコンドリア機能障害を改善する） 
 
結果の要旨 
本研究では、敗血症性心機能障害に対する亜硝酸塩の新規治療薬としての可能性を検討
した。ラット盲腸結紮穿孔モデルを作製し、亜硝酸塩を投与して心機能への影響や至適投与
量を検討した結果、1 mg/kgの投与量において心収縮能の有意な改善が認められた。冠血流
には影響しなかったこと、また全身レベルでの炎症性サイトカインへの影響も認めなかったこと
から、心機能改善の原因としては循環や炎症の改善ではなく、内因性心筋障害への関与が
示唆された。その機序を検討するため、心筋細胞レベルにおけるミトコンドリア機能を検討し
た。その結果、亜硝酸塩は敗血症心筋で生じるミトコンドリア機能障害を改善させた。さらに、
心筋分子レベルにおいて亜硝酸塩は心保護作用に関与するとされる Akt の活性を保持し、
炎症悪化などに関与するNF-κBの活性を抑制することが確認され、ミトコンドリア保護の機序
としてストレス応答シグナルへの関与が示唆された。個体レベルでは、敗血症ラットの生存率
を有意に改善させた。また敗血症病態に対する亜硝酸塩の安全性の検討として、in vivoで敗
血症ラットの循環動態を悪化させないことや、分子レベルではニトロ化ストレスを悪化させない
ことを確認した。本研究は亜硝酸塩がストレス応答に関与することで敗血症心筋におけるミトコ
ンドリアを保護し、心機能障害を改善させる可能性を科学的に示したもので、医学博士授与に
値する研究成果であると審査委員全員から評価された。 
 
